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基础 研究 


足 水 蛋白 HFBI 融 合 标签 能 显著 提高 外 源 基因 在 植物 中 的 表达 
水平 


张 西 倩 , 御 红 珍 , 马 婷 , 丁 向 真 , 李 志 英 , 王 成 
西部 特色 生物 资源 保护 与 利用 教育 部 重点 实验 室 ,宁夏 银川 730021 


摘要 :目的 针对 植物 生物 反应 器 中 外 源 基 因 表达 水 平 普 遍 较 低 的 问题 ,探索 和 评价 丝 状 真菌 瑞 氏 木 考 (Trichoderma reesei) 编 码 
BS] var TRUKE AH (Hydrophobin, HFBI) 作 为 融合 标签 在 植物 生物 反应 器 中 提高 系统 表达 量 的 应 用 潜力 ;分 析 其 提高 外 源 基 因 
表达 水 平 的 可 能 机 制 。 方 法 以 绿色 荧光 蛋白 (GFP ) 为 报道 基因 ,采用 基因 体外 合成 技术 和 亚 克 隆 技术 构建 GFP 和 GFP-HFBI 
融合 植物 表达 载体 。 利 用 农 杆 菌 渗 滤 技术 接种 植物 本 明 烟 (Nicotiana benthamiana) , Hit GFP 2e 6I , ve JC th plus B ， 
Western blot, ELISA FII RT-PCR 等 实验 手段 测定 报告 基因 GFP 在 植物 中 的 表达 情况 , 探 明 HFBI 融 合 标签 在 植物 中 表达 外 源 基 
的 作用 效果 和 特点 并 分 析 其 可 能 的 作用 机 制 。 结 果 HFBI 融 合 标签 对 植物 细胞 无 明显 的 细胞 毒性 ;GFP-HFBI 融 合 蛋白 在 植 
物 中 的 积累 水 平 显著 高 于 对 照 ;GFP-HFBI 融 合 蛋 白 在 细胞 内 形成 致密 的 蛋白 质 颗粒 。 结 论 HFBI 融 合 标签 能 够 显著 提高 外 源 
基因 在 植物 中 的 积累 水 平 。 推 测 形成 的 蛋白 质 颗粒 隔绝 了 细胞 内 源 性 蛋白 酶 对 目的 表达 产物 的 降解 ,进而 提高 了 外 源 基 因 产 
物 在 细胞 中 的 积累 。 

关键 词 : 真 菌 芷 水 蛋白 ;融合 标签 ;绿色 奖 光 蛋白 ; 瑞 氏 木 毒 ;本 明 烟 
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Abstract: Objective To explore the mechanisms by which HFBI fusions increase recombinant fusion protein accumulation in 


plants. Methods The HFBI sequence from Trichoderma reesei was synthesized and two plant expression vectors for expression 
of green fluorescence protein (GFP) and GFP-HFBI were constructed. The vectors were inoculated in Nicotiana benthamiana 
plants through agroinfiltration, and the expression levels and mRNA accumulation levels of GFP in Nicotiana leaves were 
examined by Western blotting, ELISA and RT-PCR. Results The HFBI fusion tag significantly enhanced the accumulation of 
GFP in the leaves of N. benthamiana without causing toxic effects. Endoplasmic reticulum-targeted GFP-HFBI fusion induced 


the formation of spherical protein particles in the plant cells. Conclusion HFBI fusions can increase the accumulation of its 
fusion partner in plants by forming stable protein particles, which probably shields the target protein from endogenous 


protease-induced degadation. HFBI fusion technology provides an alternative to improving recombinant protein expression in 


plants from agroinfection-compatible expression vectors. 
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随 着 基因 工程 技术 的 发 展 ,利用 植物 作为 生物 反应 
央 生 产 外 源 蛋 白 的 研究 因 其 广阔 的 商业 前 景 在 世界 范 
围 内 受到 广泛 地 关注 “。 在 植物 基因 工程 中 ,人 们 通常 
将 目的 基因 转 和 人 植物 体内 ,以 便 获 得 有 用 的 目的 蛋白 。 
与 传统 的 细菌 ,酵母 等 微生物 表达 系统 相 比 , 植 物 是 一 
个 生产 成 本 低廉 的 "绿色 工厂 "。 它 仅 需 水 .矿物 质 和 阳 
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光 , 却 能 提供 很 大 的 产 出 ,不 需要 昂贵 的 发 酵 设 备 且 能 
进行 翻译 后 加 工 修饰 ;与 动物 表达 系统 相 比 ,植物 种 植 
和 培养 相对 容易 ,无 需 动物 细胞 培养 中 昂贵 的 仪 融 设 
备 。 而 且 植 物 系 统 更 安全 ,避免 了 人 体 或 动物 病原 的 污 
染 ”。 但 是 ,表达 量 相对 较 低 和 下 游 纯化 过 程 繁琐 是 当 
前 制约 植物 生物 反应 器 的 发 展 的 主要 瓶颈 ”。 为 了 解决 
上 述 问题 ,多 肽 标签 技术 被 应 用 于 植物 表达 系统 中 ”。 
研究 表明 ,融合 特定 标签 的 重组 强 白 抵抗 宿主 和 蛋白 水 解 
酶 的 能 力 会 有 所 增强 “。 基 于 这 一 原理 ,Ubiquitin B- 
简 萄 糖 醛 酸 酶 ”霍乱 毒素 B 亚 基 ” 病毒 外 学 集 白 和 
人 IgG 的 o 链 "等 被 先后 用 于 植物 生物 反应 器 中 以 提高 
重组 强 白 在 植物 中 的 积累 。 此 外 ,一 些 融合 标签 的 应 用 
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也 极 大 地 简化 了 重组 蛋白 的 纯化 环节 ”但 是, 同时 
有 具备 以 上 两 个 功能 的 和 蛋白质/ 多肽 标签 目前 还 不 多 见 。 

3€ B ZZ ECPS ER E Ag (Trichoderma reesei) 的 小 
4 Y WiK 8 A M (Hydrophobin, HFBI) 具 有 很 高 的 表 
面 活性 ,可 利用 双 水 相 系 统 (ATPS ) 被 简单 地 纯化 出 
来 "”。 男 外 ,HFBI 标 签 也 具有 提高 外 源 基因 在 植物 中 
表达 水 平 的 作用 "2 汪 。 因 此 ,HEFBI 是 一 个 理想 的 双 功 能 
植物 多 肽 标签 的 候选 者 。 进 一 步 研 究 和 评价 HFBI 在 植 
物 表 达 系 统 中 作用 效果 、 特 点 和 相关 作用 机 制 对 于 推动 
植物 生物 反应 融 的 发 展 具有 理论 和 的 实际 价值 。 基 于 
此 ,以 GFP 为 报道 基因 ,构建 了 HFBI 融 合 表达 载体 。 
利用 农 杆 菌 渗 滤 技 术 , 将 GFP-HFBI 植 物 表 达 载 体 接种 
植物 本 明 烟 (Nicotiana benthamiana) MITRA! Zl 
胞 和 分 子 水 平 的 分 析 , 对 HFBI 融 合 标 签 在 植物 中 表 
达 外 源 基因 的 作用 效果 、 特 点 和 可 能 的 作用 机 制 进行 
了 探索 。 


1 材料 与 方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株 和 质粒 KITA (Agrobacterium tumefaciens) 
Wi FK GV3101 由 本 实验 室 保 存 ; 农 杆菌 二 元 载体 
pCBNoX HC-Pro 由 本 实验 室 构建 保存 ; 农 杆 菌 二 元 载 
体 pCB302 由 美国 俄勒冈 州立 大 学 Valerian V. Dolja 实 
验 室 惠 赠 ; 农 杆 菌 二 元 载体 pJJJ161 由 加 拿 大 农业 与 农 
业 食 品 部 Rima Menassa 博 士 惠 赠 。 

1.1.2 植物 材料 烟草 本 明 烟 (Nicotiana benthamiana) 
种 子 由 中 国 检验 检疫 科学 研究 院 动 植物 检疫 研究 所 张 
水 江 博 士 提 供 。 

1.1.3 试剂 Axygen™ Multisource Total RNA Miniprep 
Kit 购 月 Axygen BioScience;cDNA 合 成 试剂 盒 购 自 北 
京 全 式 金 生物 技 术 有 限 公司 ;Anti-GFP 免 lgG 购 自 北京 
博 奥 穆 生物 技术 有 限 公 司 ;HRP- 羊 抗 免 fgG 购 自 北京 
中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ;ECL Western Blotting Kit 
购 自 Thermo Pierce;GFP 标 准 品 购 自 BioVision; 其 他 试 
剂 均 为 国产 分 析 纯 试剂 。 

1.2 方法 

1.2.1 植物 表达 载体 pCBNoX GFP fe pJ GFP-HFBI 的 
构建 采用 基因 体外 合成 和 亚 克 隆 技术 构建 植物 表达 
载体 pCBNoX GFP 和 pJ GFP-HFBI。 首 先 , 在 金 斯 瑞 
生物 科技 有 限 公 司 (南京 ) 合 成 两 端 分 别 有 Nco I 和 Xba T 
酶 切 位 点 的 Pr15-SP-GFP-KDEL 序列, 得 到 重组 载体 
pUC57-EGFP。 用 Neo [和 Xba 工分 别 双 酶 切 农 杆菌 二 
元 载体 pCB302 和 克隆 载体 pPUC57-EGFP, 分 别 回 收 酶 
切 目的 片段 并 经 连接 、 转 化 和 菌落 PCR 筛选 等 步 又 获 
得 表达 载体 pCBNoX GFP。 采 用 相同 的 构建 策略 , 合 
成 Pr1b-SP-GFP-HFBI-KDEL 序列 ,获得 重组 载体 


pUC57-GFP-HFBI. Xho I FI Sac [分 别 双 酶 切 农 杆 菌 
二 元 载体 pJJJ161 和 重组 克隆 载体 pUC57-GFP-HFBL， 
酶 切 产 物 经 回收 .连接 .转化 及 筛选 等 步 又 获得 植物 表 
达 载 体 pJ GFP-HFBI, 

1.22 重组 质粒 的 农 杆 菌 转化 取 重 组 质粒 5 kL 分 别 与 
95 pL 农 杆菌 GV3101 感 受 态 细胞 混合 , 置 于 冰 上 1 min 
后 ,进行 电击 转化 ;培养 后 , 挑 取 单 菌落 进行 菌落 PCR 
鉴定 。 

1.2.3 农 杆 菌 渗 滤 (Agro-infiltration) ”接种 烟草 植物 
在 温室 中 培养 植物 本 明 烟 ,培养 条 件 为 24 9C, 14 hE 
10 bh 黑暗, 相对 湿度 70%~80%。 培 育 至 5~6 叶 期 用 于 
农 杆 菌 渗 滤 接 种 实验 。 将 各 表达 载体 的 农 杆 菌 菌 液 分 
别 在 LB 液体 培养 基 ( 含 50 ug/mL Rif, 50 ug/mL Gen, 
50 ug/mL Kan) 中 28 %C 振 荡 培养 16~18 h。 再 将 菌 液 按 
1:25 转 接 入 10 mLIM 培 养 基 ( 含 50 uig/mL Rif,50 ug/mL 
Gen,50 ug/mL Kan,200 umol/mL AS) 中 28 振荡 培养 
至 Dow 值 为 1.0。 离 心 收集 菌 体 ,等 体积 重 甚 (10 mmol/L 
MgCh,10 mmol/L MES)。 再 次 离心 收集 菌 体 ,等 体积 
重 悬 (10 mmol/L MgCl, 10 mmol/L MES, 200 umol/mL 
AS) ,温室 黑暗 静 置 2~3 h 后 接种 。 将 pPCBNoX GFP 和 
pJ GFP-HFBI 农 杆菌 菌 悬 液 分 别 与 PCBNoX HC-Pro 
农 杆 菌 菌 悬 液 按 1: 1 等 体积 混合 。 用 无 针头 的 1 mL 无 
菌 注 射 器 轻 轻 压 人 适龄 本 明 烟 草 叶 片 背 面 ,每 个 点 接 菌 
量 为 0.1 mL, 

1.2.4 烟草 叶片 接种 部 位 GFP 表 达 的 荧光 检测 在 暗室 
中 ,于 手持 长 波 紫 外 灯 (Black Ray? B-100AP; UVP, 
Upland, CA) 下 对 烟草 叶片 接种 部 位 GFP 表 达 灾 光 情 
况 观察 并 用 数码 相机 记录 结果 。 和 剥 取 接 种 叶片 下 表皮 
制 片 ,在 激光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 并 记录 结果 。 

1.2.5 烟草 叶片 可 溶性 总 蛋白 (TSP) 的 提取 打 孔 (直径 
2 cm) 收 取 烟 草 叶片 样品 , 称 质量 后 在 液 氮 中 研磨 烟草 叶 
Fo 粉末 以 2.5 mL/g 加 入 和 蛋白 提取 缓冲 液 050 mmol/L 
Na;PO,, 100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L EDTA, 0.0596 
Triton X-100,10 ug/mL 亮 抑 酶 肽 ,pH 7.4). F4 %C 下 放 
置 1.5 h,12 000xg 离 心 15 min, 取 上 清 -20 %C 保 存 备用 。 
1.2.6 Western blotting 检 测 GFP 表 达 量 提取 的 烟草 叶 
片 TSP 经 12.0% 的 SDS-PAGE 后 ,以 Bio-Rad 半 干 转 印 
仪 15V 转 移 30 min 至 PVDF 腊 上。 一 抗 为 1:1000 稀 
释 的 Anti-GFP 抗 体 ,二 抗 为 1:5000 稀 释 的 HRP 标 记 羊 
抗 免 IgG。 

1.2.7 mRNA 表达 水 平 的 REPCR 检测 分 别 采 收 接种 
后 的 本 明 烟 叶片 0.1 go HH Axygen"" Multisource Total 
RNA Miniprep Kit 提 取 各 样品 总 RNA。 以 待 测 基因 的 
反 向 引物 为 反 转 录 引 物 , 用 cDNA 合成 试剂 盒 合 成 
cDNA 第 1 链 并 以 合成 的 cDNA 为 模板 分 别 进行 PCR. 
扩 增 。 引 物 序 列 如 表 1 所 示 。PCR 反应 于 50 % 退 火 温 
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度 进行 25 个 循环 。 反 应 结束 后 ,琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 
扩 增 产物 。 

1.2.8 ELISA 定量 测定 烟草 叶片 中 GFP 表 达 量 收取 烟 
草 叶片 样品 , 称 质量 后 提取 其 可 溶性 总 蛋白 。 以 GFP 标 
准 样 品 建立 ELISA 标 准 曲 线 ;利用 ELISA 法 对 各 样品 


GFP 进 行 定量 ,以 健康 烟草 叶片 样品 为 背景 扣除 。 


表 1 引物 序列 
Tab.1 Sequences of primers 
E kai , i Product 
Gene Primer sequence (5'-3') and direction size (bp) 
B-actin 
Forward | GATGAAGATACTCACAGAAAGA 
220 
Reverse GTGGTTTCATGAATGCCAGCA 
afp 
Forward GCAGAAGAACGGCATCAAGGT 
204 
Reverse ACGAACTCCAGCAGGACCATG 
2 结果 


2.1 pCBNoX GFP fe pJ GFP-HFBI 载 体 的 构建 及 其 共 
表达 载体 pCBNoX HC-Pro 

采用 基因 体外 合成 和 亚 克 隆 技术 分 别 构 建 了 2 个 
以 绿色 奖 光 蛋白 GEFP 为 报道 基因 的 植物 表达 载体 (图 
1), pJ GFP-HFBI 是 GFP 的 C 末 端 与 HFBI 标 签 融合 表 
达 的 载体 ;对 照 pCBNoX GFP 为 表达 gp 基因 的 植物 表 
达 载 体 。 两 个 表达 载体 的 表达 盒 均 位 于 农 杆 菌 二 元 载 
体 左 右边 界 之 间 ,因此 可 以 利用 农 杆菌 渗 滤 技术 接种 寄 
主 植物 ,通过 比较 它们 在 植物 中 表达 外 源 基因 的 积累 变 
化 情况 ,探索 HEFBI 标 签 在 植物 中 表达 外 源 基因 的 效果 
及 特点 。 此 外 ,RNA 沉 默 普遍 存在 于 真 核 生物 中 。 为 
了 客观 地 评价 HFBI 标 签 在 植物 中 表达 外 源 基因 的 潜 
力 ,将 两 载体 分 别 与 表达 烟草 蚀 纹 病毒 (TEV) 编 码 的 
RNA 沉 默 抑制 子 HC-Pro5% 的 载体 pCBNoX HC-Pro 共 
接种 植物 ,以 规避 RNA 沉 默 造成 的 外 源 基因 表达 的 抑 
制 ,回避 对 HEFBI 标 签 技术 比较 评价 时 由 于 RNA 沉 默 带 
来 的 干扰 作用 。 
22 HFBI 标 签 在 植物 中 表达 外 源 基 因 的 效果 和 特点 分 析 
2.2.1 接种 烟草 叶片 中 GFP 表 达 的 荧光 观察 将 
pCBNoX GFP 和 pJ GFP-HFBI 重 组 农 杆 菌 菌 悬 液 分 别 
与 RNA 沉 默 抑制 子 载体 pPCBNoX HC-Pro 重 组 菌 菌 悬 
液 等 体积 混合 接种 于 适龄 本 明 烟 植株 同一 叶片 主 叶 脉 
的 左右 两 边 , 接 种 位 置 如 图 2A 所 示 。 

于 接种 后 第 3 ~11 天 间 每 隔 两 天 在 长 波 紫 外 光 和 
可 见 光 下 对 叶片 接种 部 位 进行 观察 。 结 果 显 示 ,在 长 波 
紫光 外 下 ,接种 载体 pCBNoX GFP fllpJ GFP- HFBI 的 
叶片 ,在 接种 后 的 观察 期 中 均 可 在 叶片 接种 部 位 观察 到 


pJ GFP-HFBI 
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pCBNoX GFP kma. Ts LE 


re | Wa j 
pCBNoX HC-Pro ! i55 Li 


Nm Í ha ll 


图 1 实验 中 使 用 的 表达 载体 结构 示意 图 

Fig.1 Schematic representation showing the T-DNA region of the 
various genetic constructs used in this study. RB: Right borders of 
the T-DNA; P35S: 35S promoter of Cauliflower mosaic virus 
(CaMV); TE: Translational enhancer of Tobacco etch virus (TEV); 
Pr1b-SP: Prlb tobacco secretory signal peptide; gfp: GFP coding 
sequence; KDEL: ER retention signal; T35S: CaMV transcription 
terminator, HFBI: hydrophobin gene; TospB: Soybean vegetative 
storage protein terminator; HC-Pro: TEV encoded HC-Pro gene; LB: 
Left borders of the T-DNA. Boxes are not drawn to scale. 


GFP 荧 光 信 和 号。 载体 pCBNoX GFP 在 接种 的 本 明 烟 叶 
片上 在 第 5 天 表现 出 的 荧光 信号 最 强 。 随 着 时 间 的 北 
增 , 奖 光 信号 逐渐 变 弱 。 在 接种 后 第 11 天 ,只 能 观察 到 
微弱 的 GFP 荧 光 信 和 号 (图 2B)。 载 体 pJ GFP-HFBI 在 叶 
片 接种 部 位 的 GFP 欧 光 信 号 在 接种 前 期 (接种 后 第 3~5 
天 ) 表 现 为 明星 的 增强 趋势 ;接种 后 期 (接种 后 第 7~11 
天 ) 的 荧光 信号 则 趋 于 平稳 ,无 明显 的 下 降 趋势 (图 
2B )。 在 实验 观察 期 内 ,载体 pJ GFP-HFBI 叶 片 接种 部 
位 的 荧光 信号 均 强 于 pCBNoX GFP 载 体 (图 2B)。 实 
验 结果 初步 证 明 ,HFBI 标 签 可 以 有 效 地 提高 外 源 基因 
在 植物 中 的 表达 积累 水 平 。 在 自然 光 下 ,至 接种 后 第 11 
天 ,接种 载体 pCBNoX GFP 和 pJ GFP-HFBI 在 叶片 接 
种 部 位 均 无 明显 的 褪 绿 .坏死 等 症状 。 初 步 说 明 ,HFBI 
标签 对 植物 没有 明显 的 细胞 毒性 。 
2.2.2 接种 叶片 表皮 细胞 中 GFP 表 达 的 荧光 观察 为 了 
验证 植物 表 型 观察 结果 , 取 接 种 后 不 同时 间 的 叶片 接种 
部 位 制 片 ,在 激光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 表皮 细胞 中 表达 
的 GFP 的 荧光 变化 人 情况。 结果 显示 ,在 接种 部 位 均 能 观 
察 到 明显 的 绿色 荧光 信号, 且 pJ GFP-HFBI 在 接种 部 位 
的 荧光 信号 强度 和 范围 要 强 或 大 于 接种 pCBNoX GFP 
产生 的 荧光 信号 (图 3)。 激 光 共 聚焦 显微镜 观察 实验 结 
果 与 接种 叶片 表 型 观察 结果 (图 2B) 一 致 。 细 胞 水 平 上 
的 观察 结果 进一步 验证 和 证 实 ,HFBI 标 签 在 外 源 基因 
表达 效率 和 产物 积累 上 均 优 于 传统 的 瞬时 表达 载体 。 
2.2.3 接种 叶片 GFP 表达 情况 的 SDS-PAGE 和 
Western blotting 检 测 于 接种 后 不 同时 间 采 收 并 提取 
各 处 理 样 品 的 可 溶性 总 蛋白 。 以 健康 烟草 叶片 和 和 GFP 
标准 样品 为 对 照 ,对 不 同 处 理 表达 的 GFP 进行 
SDS-PAGE 和 Western blotting 分 析 。 

SDS-PAGE 结 果 显示 (图 4A) ,与 健康 烟草 叶片 样 
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图 2 接种 叶片 GFP 表 达 荧 光 变 化 情况 
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Fig.2 Change of GFP fluorescence intensity in the leaves of N. benthamiana plants after agroinfiltration with GFP (right) and 


GFP-HFBI (left) constructs. Constructs were infiltrated at different areas on a leaf (A) and photographs were taken under UV or 


visible light at different days post-inoculation (dpi) (B). 
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图 3 接种 叶 表 皮 细 胞 中 GFP 表 达 的 荧光 观察 
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Fig.3 Confocal laser scanning microscopy of N. benthamiana epidermal cells expressing GFP (lower channel) and GFP-HFBI 


(upper channel) at different days post-inoculation (dpi). 


fH EE , pCBNoX GFP 载 体 处 理 不 同时 间 的 样品 在 
27 000 处 均 有 一 条 与 GFP 标 准 蛋白 大 小 一 致 的 差异 
蛋白 质 条 带 ; 载 体 pJ GFP-HFBI 不 同时 间 的 样品 均 在 
37 000 处 有 明显 的 差异 性 和 蛋白 条 带 。GFP 抗 体 的 
Western blotting 结 果 表 明 ( 图 4A) ,与 GFP 标 准 样品 一 
样 ,27 000 和 37 000 的 蛋白 差异 条 带 均 可 以 与 GFP 抗 
体 发 生 免疫 反应 。 结 果 证 明 ,27 000 和 37 000 的 差异 性 
条 带 确 为 目的 表达 产物 GFP 与 GFP-HFBI。 两 载体 目 
的 表达 产物 相对 分 子 质量 大 小 的 差异 是 由 于 HFBI 自 身 
相对 分 子 质量 为 10 000 造 成 的 。 从 GFP 条 带 的 灰 度 变 
化 (以 考 马 斯 亮 蓝 染色 的 Rubisco 和 蛋白 大 亚 基 作为 上 样 
量 标准 ) 可 知 ,pCBNoX GFP 载 体 表 达 的 外 源 基因 产物 
在 植物 细胞 中 呈现 先 上 升 再 下 降 的 趋势 ;载体 pJ 
GFP-HFBI 的 表达 产物 的 积累 而 表现 为 相对 平稳 的 趋 
热 。 实 验 结果 与 叶片 表 型 和 细胞 水 平 观 测 结 果 的 规律 
基本 一 致 。 结 果 进 一 步 证 实 ,HFBI 标 签 对 外 源 基因 在 
植物 中 的 表达 有 显著 的 增 效 作用 。 

2.2.4 外 源 基 因 表 达 变 化 的 ELISA 定 量 分 析 为 了 进 一 
步 明确 植物 中 表达 的 GFP 与 GFP-HFBI 的 时 间 变 化 规 


律 ,分别 收取 健康 叶片 及 接种 pCBNoX GFP 和 pJ 
GEFP-HFBI 载 体 的 不 同时 间 段 的 烟草 接种 叶片 ,提取 可 
溶性 总 蛋白 ,以 健康 叶片 为 背景 扣除 ,对 各 样品 做 
ELISA 定量 分 析 。ELISA 结果 显示 ,表达 GFP 的 样品 
在 接种 后 第 5 天 表达 量 达 到 最 高 (0.34 mg/g 鲜 叶 ), 随 后 
呈 下 降 趋 势 ; 表 达 GFP-HFBI 的 样品 在 接种 后 第 3 天 就 有 
较 高 的 表达 量 (1.42 mg/g 鲜 叶 ) ,此 后 随 着 时 间 的 递增 ， 
达 量 缓慢 增加 (接种 后 第 11 天 的 表达 量 为 2.31 mg/g 
鲜 叶 )。GFP-HFBI 的 表达 量 在 各 个 时 间 段 均 显 著 高 于 
GFP( 医 5)。 
2.3 HFBI 标 签 提高 外 源 基 因 积 累 水 平 的 机 制 分 析 
2.3.1 接种 叶片 中 GFP 和 GFP-HFBI 眉 白 以 及 相应 
mRNA 表达 水 平分 析 为 了 进一步 探讨 HFBI 技 术 提高 
外 源 基 因 GFP 在 植物 中 积累 水 平 的 可 能 原因 ,在 
mRNA 和 蛋白质 水 平 , 对 烟草 中 GFP 和 GFP-HFBI 不 
同时 期 表达 积累 水 平 同时 进行 比较 分 析 。 从 GFP 在 烟 
草 中 不 同时 期 的 表达 变化 情况 来 看 ,在 重 白 质 水 平 上 ， 
GFP 在 烟草 细胞 中 的 表达 量 在 接种 后 第 5 天 达到 最 高 ， 
随后 随时 间 延 长 逐渐 递减 ;其 mRNA 的 变化 规律 与 重 
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图 4 SDS-PAGE 和 Western blotting 检 测 接 种 叶片 GFP 和 GFP-HFBI 和 蛋白 表达 情况 
Fig.4 SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) analysis showing GFP and GFP-HFBI expression 
levels in N. benthamiana leaves at different days post-inoculation (dpi). 
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图 5 GFP 和 GFP-HFBI 在 烟草 中 表达 的 ELISA 分 析 
Fig.5 ELISA analysis of relative expression levels of GFP 
and GFP-HFBI at different days post-inoculation (dpi). 


白质 水 平 类 似 (图 6) ,这 也 与 生物 体内 大 多 数 基因 的 表 
达 变 化 规律 一 致 。 从 GEFP-HFBI 在 烟草 中 不 同时 期 的 
表达 变化 情况 来 看 ,在 蛋白 质 水 平 上 ,从 接种 后 第 3 天 
始 ,HFBI-GFP 在 烟草 细胞 中 的 表达 量 随后 随时 间 延 长 
持续 保持 在 一 个 较 高 的 水 平 ;而 其 mRNA 则 在 接种 后 
第 5 天 达到 最 高 ,随后 随时 间 延 长 逐渐 下 降 (图 6)。 通 
过 以 上 mRNA 和 和 蛋白 质 水 平 的 比较 分 析 , 推 测 HFBI 标 
签 的 功能 不 是 通过 提高 mRNA 的 表达 量 或 稳定 性 来 实 
现 的 ,而 作用 于 蛋白质 水 平 。 

2.3.2 接种 GFP 和 GFP-HFBI 载 体 叶 片 的 亚 细 胞 水 平 观 
察 收取 接种 后 第 5 天 和 第 11 天 的 GFP 和 HFBI-GFP 
样品 ,在 激光 共聚 焦 显 微 镜 观 察 外 源 基因 表达 的 情况 。 
结果 显示 ,表达 的 GFP-HFBI 融 合 蛋白 在 烟草 细胞 内 形 
成 了 致密 的 绿色 颗粒 ,而 表达 的 GFP 的 烟草 细胞 内 仅见 
均匀 的 绿色 荧光 信号 而 没有 颗粒 状 物体 (图 7)。 结 果 表 


明 ,HFBI 融 合 蛋 白 可 以 在 植物 细胞 内 形成 不 溶性 的 蛋 
白质 颗粒 。 结 合 GFP-HFBI 融 合 蛋 白 在 植物 细胞 内 持 
续 积 累 的 时 间 变化 规律 ,推测 形成 的 蛋白 质 颗 粒 在 一 定 
程度 上 隔绝 了 宿主 细胞 内 源 性 蛋 月 酶 对 表达 产物 的 降解 ， 
从 而 实现 外 源 基因 表达 产物 在 细胞 内 的 长 期 持续 积累 。 


3 讨论 

利用 植物 作为 生物 反应 带 表 达 外 源 基因 目前 需要 
解决 表达 量 相 对 较 低 号 和 下 游 纯 化 技术 相对 繁杂 呈 等 
两 个 关键 问题 。 作 为 多 肽 融合 标签 , 源 于 瑞 氏 木 酶 的 小 
分 子 玖 水 蛋白 HFBI 上 共有 同时 解决 上 述 两 个 问题 的 潜 
力 。 因 此 ,实验 以 GFP 作 为 报告 基因 ,对 HFBI 作 为 多 
肽 标签 在 植物 表达 系 中 的 作用 效果 ,特点 和 相关 机 制 进 
行 初步 的 研究 ,为 HFBI 在 植物 生物 反应 融 中 的 进一步 
应 用 奠定 基础 。 

从 实验 的 结果 来 看 ,与 对 照相 比 (GFP 组 ),HFBI 作 
为 多 肽 融合 标签 可 以 有 效 地 提高 外 源 基因 在 植物 烟草 
中 的 表达 积累 水 平 且 对 宿主 细胞 无 明显 的 细胞 毒性 。 
在 实验 的 观察 期 内 ,其 最 高 表达 量 可 达到 2.31 mg/g fif 
叶 。 表 达 量 与 目前 大 多 数 植物 病毒 载体 表达 系统 的 表 
达 量 相当 5%。 由 于 植物 病毒 载体 表达 系统 对 插入 其 基 
因 组 的 外 源 基因 片段 的 大 小 有 限制 ,而 理论 上 非 病 毒 的 
植物 瞬时 表达 体系 没有 外 源 基 因 片 段 大 小 的 限制 ,因而 
在 大 片段 外 源 基因 的 表达 上 HFBI 多 上 肽 融合 标签 技术 具 
有 一 定 的 潜在 优势 。 从 当前 的 实验 来 看 ,HFBI 多 肽 融 
合 标签 也 不 影响 与 其 融合 的 外 源 基因 的 生物 学 活性 ( 融 
合 的 GFP 基 因 仍 然 有 具有 严 光 活性 ), 因 此 具有 一 定 的 应 
HYRA 能 。 

从 外 源 基因 表达 的 时 间 变 化 规律 来 看 ,外 源 基因 的 
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图 6 接种 叶片 中 GFP 和 GFP-HFBI 蛋 白 以 及 相应 mRNA 表达 水 平分 析 
Fig.6 Analysis of GFP protein (left) and GFP mRNA (right) accumulation 
levels in the absence or presence of a HFBI fusion at different days 


post-inoculation (dpi). Coomassie blue staining of the large subunit of 
Rubisco (Rbc L) and RT-PCR of Actin mRNA served as loading controls 
respectively. 
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7 接种 GFP 和 GFP-HFBI 载 体 叶 片 的 亚 细 胞 水 平分 析 

Fig.7 Confocal images showing accumulated GFP-HFBI or GFP in the leaf epidermal cells at 5 
and 11 days post-inoculation (dpi). A, B, C, D: Leaf epidermal cells accumulating GFP-HFBI or 
GFP at 5 and 11 dpi respectively. E, E, G, H: Higher magnification images of the insets in the 
corresponding figure A, B, C, D. 


表达 量 随 着 时 间 的 变化 持续 上 升 ;而 对 照 (传统 瞬时 植 。 合 表达 产物 易于 在 细胞 内 形成 不 溶性 的 聚集 物 ,进而 在 
物 表 达 载 体 pPCBNoX GFP) 则 表现 为 先 上 升 后 下 降 的 。 ”一 定 程度 上 隔绝 了 宿主 细胞 内 源 性 个 白 酶 对 表达 产物 
典型 蛋白 质 表 达 规 律 。 同 时 mRNA 的 相对 定量 分 析 显 。 ”的 降解 ,从 而 实现 外 源 基 因 表 达 产 物 在 细胞 内 的 长 期 持 
示 ,HFBI 多 肽 融合 标签 mRNA 的 表达 水 平 随 着 时 间 的 。” ” 续 积 累 。 其 产物 积累 机 制 类 似 于 细菌 表达 系统 中 形成 
延长 呈 下 降 趋势 ;对 照样 品 的 mRNA 的 表达 水 平 的 变 。 ”的 包涵 体 的 保护 作用 ,但 是 又 不 完全 相同 。 细 菌 包涵 体 
化 规律 也 与 之 相近 。 因 此 ,认为 HFBI 是 在 蛋白 质 水 平 。 在 体外 难以 溶解 ,而 HFBI 融 合集 白 颗 粒 则 在 细胞 破裂 
而 不 是 mRNA 水 平 发 挥 作 用 来 提高 外 源 基因 在 植物 烟 。 时 易于 溶解 "……”。 因 此 ,在 下 游 纯 化 过 程 中 HFBI 融 合 
草 中 的 表达 水 平 。 进 一 步 从 细胞 水 平 的 观察 来 看 ， 蛋白 无 大 变 复 性 前 处 理 过 程 分 离 产 物 可 直接 进行 纯化 。 

HFBI 融 合 表达 的 GFP 烟 草 叶 片 细胞 中 可 以 看 到 大 量 致 此 外 ,植物 特有 糖 基 化 也 是 利用 植物 生物 反应 屁 时 
密 的 绿色 荧光 和 蛋白 颗粒 ,而 对 照 组 则 观察 不 到 此 现象 。 ”需要 考虑 的 问题 "~。HFBI 形 成 的 蛋白 质 颗粒 主要 富 
由 于 HEFBI 本 身 具 有 玻 水 和 易 聚 集 的 特性 “” ,推测 融 。 集 在 内 质 网 表面 ” ,理论 上 其 内 质 网 截留 效 率 远 远 高 于 
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K/HDEL 内 质 网 截留 ,因此 可 更 好 得 避免 高 尔 基 体 对 表 
达 产 物 进 行 的 植物 特有 糖 基 化 。 另 外 ,HFBI 无 细胞 毒 
性 和 强 免 疫 原 性 ”, 可 以 直接 使 用 在 食品 和 医学 中 ” 。 
因此 ,认为 HFBI 技 术 在 植物 生物 反应 带领 域 具 有 巨大 
的 应 用 潜能 。 
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